




















第 1 章 緒言 ...................................................................................................................................... 3 
 
第 2 章 慢性腎臓病早期において食餌誘発性リンスパイクが血管石灰化に及ぼす影響 
2.1 要旨 ........................................................................................................................................... 10 
2.2 背景 ........................................................................................................................................... 11 
2.3 方法 ........................................................................................................................................... 14 
2.4 結果 ........................................................................................................................................... 17 
2.5 考察 ........................................................................................................................................... 23 
 
第 3 章 慢性腎臓病早期における食餌誘発性リンスパイクへの食物繊維の効果 
3.1 要旨 ........................................................................................................................................... 27 
3.2 背景 ........................................................................................................................................... 28 
3.3 方法 ........................................................................................................................................... 30 
3.4 結果 ........................................................................................................................................... 36 
3.5 考察 ........................................................................................................................................... 43 
 
第 4 章 血管石灰化メカニズムに関与する新規リン関連分子の解明 
4.1 要旨 ........................................................................................................................................... 47 
4.2 背景 ........................................................................................................................................... 48 
4.3 方法 ........................................................................................................................................... 51 
4.4 結果 ........................................................................................................................................... 58 
4.5 考察 ........................................................................................................................................... 66 
 
第 5 章 総括 .................................................................................................................................... 70 
 
謝辞 .................................................................................................................................................... 75 
 
参考文献 ............................................................................................................................................ 76 
 





















わが国では、CKD 患者数ならびに透析患者数は、年々増加しており、2018 年末には約 34

















Figure 1-1. 生体内のリン調節機構 
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（Figure 1-2）。その結果、細胞内リン濃度が上昇すると、骨芽細胞の分化に必須の転写因子























































 本論文では、CKD 早期における食餌性リンの影響を明らかにするために、第 2 章にて、
CKD 早期モデルラットを用い、食餌により生じる一過性の血中リン濃度の変動（リンスパ




石灰化との関連を in vitro および in vivo 解析にて検討を行った。 
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群、高リン（1.2%）食を与える HP 群、低リン（0.02%）食と高リン食を 2 日ごとに交互に














細胞分化転写因子である runt-related transcription factor 2（Runx2）や bone morphogenetic protein 
2（BMP-2）などの遺伝子の発現につながる(13)。これらの分子は血管平滑筋細胞の骨芽細胞
様細胞への形質転換を引き起こし、血管石灰化の引き金となる(28-30)。進行した CKD モデル
であるアデニン誘発性 CKD ラットや 5/6 腎摘出ラットにおいては、Tumor necrosis factor 
alpha（TNF-α）などの炎症性サイトカインや 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine（8-OHdG）などの
酸化ストレス物質も血管石灰化の発症に重要な役割を果たすことが報告されている(31-33)。
血中 8-OHdG 値は、CKD 患者において、血管石灰化メカニズムに関連する BMP-2 の血中の
値と直接的に関連する(34)。また、C-reactive protein（CRP）などの炎症マーカーも、透析患者
において血管石灰化と有意な関連を示すことが報告されている(35)。ただ、これらの研究の多












































社, 東京）をベースとした、コントロールリン食（リン 0.6%、カルシウム 0.6%）、低リン食
（リン 0.02%、カルシウム 0.6%）、高リン食（リン 1.2%、カルシウム 0.6%）を用いた(20,45)。 
群分け前に、すべてのラット（n=27）に MF（オリエンタル酵母工業株式会社）を 1 週間
与え、順応させた。12 週齢で、ラットは 4 群に分け、それぞれ特定の試験食を 36 日間与え
た。CP 群（n=6）にはコントロールリン食、HP 群（n=7）には高リン食を与えた。リンスパ














株式会社）を用いて測定した。血中 CRP 濃度は、ラット CRP タンパク ELISA キット（Thermo 
Fisher Scientific, 東京）を使用して測定した。血中 TNF-α 濃度は、ラット TNF-α Quantikine 
ELISA キット（R&D Systems, Minneapolis, MN）を使用して測定した。尿中 8-OHdG 濃度は、
高感度 8-OHdG Check ELISA キット（日本老化制御研究所, 静岡）を使用して測定した。 
 
2.3.4 腎繊維化の分析 







 採取した胸腹部大動脈の約 3 分の 1 を、石灰化を可視化するために使用した。大動脈を
パラフィン包埋し、厚さ 4 µm の切片を作製した。切片は、Von Kossa Method for Calcium Kit
（Polysciences, Warrington, PA）を用いてメーカーの指示に従い染色した。残りの胸腹部大動











 CP 群と HP 群における 1 日あたりのリン摂取量は、36 日間ほぼ一定であった（Figure 2-
1A）。血中リン濃度は最も直近の食事に強く影響されることから、試験期間最終日の食餌性
リンの影響を考慮するために、リンスパイク群は LH 群と HL 群で構成した。リンスパイク
群の両群における 1 日あたりのリン摂取量は、大きく変動した（Figure 2-1B）。試験期間中
の総リン摂取量は、HP 群は CP 群およびリンスパイク群の約 2 倍量であったが（p<0.05）、
CP 群とリンスパイク群は同量であった（Figure 2-1C）。 
 血中の変化に対する食餌性リン摂取量の影響を検討するために、血中リン濃度を測定し
















Figure 2-1. Change in daily P intakes in CP and HP groups (A) and in P fluctuation groups 
(B). Total P intake for 36 days (C). White circles indicate the CP group, black circles indicate 
the HP group, white squares indicate the LH group, and black squares indicate the HL group. 
CP, control P diet group; HP, high-P diet group; LH, alternating low-P and high-P diet group; 
HL, alternating high-P and low-P diet group. Values are mean ± SE. *p<0.05. 
 
Figure 2-2. Change in daily plasma P levels in CP and HP groups (A) and in P fluctuation 
groups (B). White circles indicate the CP group, black circles indicate the HP group, white 
squares indicate the LH group, and black squares indicate the HL group. CP, control P diet 
group; HP, high-P diet group; LH, alternating low-P and high-P diet group; HL, alternating 








リン排泄量は、CP 群に比して、HP 群および LH 群で有意に高く、HL 群で有意に低かった。









CP, control P diet group; HP, high-P diet group; LH, alternating low-P and high-P diet group; 
HL, alternating high-P and low-P diet group. Values are mean ± SE. *p<0.05 vs CP, 
#p<0.05 vs HL, ##p<0.01 vs HL. 
Table 2-1. Body weight and Biochemical data at sacrifice day 
Body weight (g) 427.30 ± 9.54 420.54 ± 7.28 437.04 ± 5.78 422.69 ± 10.89
Plasma (mg/dl)
  P 5.26 ± 0.34 5.76 ± 0.45 5.52 ± 0.41 4.65 ± 0.46
  Ca 10.02 ± 0.50 9.21 ± 0.43 9.55 ± 0.19 10.34 ± 0.45
  Cr 0.62 ± 0.03 0.63 ± 0.04 0.64 ± 0.03 0.67 ± 0.04
Urine (mg/day)
  P 34.69 ± 6.41 95.07 ± 11.70 87.13 ± 9.07 0.64 ± 0.22
  Ca 0.47 ± 0.14 0.84 ± 0.34 0.52 ± 0.10 3.42 ± 0.57
  Cr 7.11 ± 1.33 9.76 ± 1.40 8.98 ± 0.80 8.69 ± 0.80





 腎重量は、CP 群に比して、HP 群は有意に高値であった（Figure 2-3A）。リンスパイクが
腎組織に及ぼす影響を検討するために、各群の腎臓をマッソントリクローム染色により組
織学的に評価した（Figure 2-3B）。腎機能の低下に関連する腎組織の指標である腎繊維化は、
CP 群に比して、HP 群、LH 群および HL 群でより重度であった。また、HP 群、LH 群およ
び HL 群では、一部の尿細管が拡張していることが観察された。腎排泄には明らかな差はな












Figure 2-3. Influences of dietary P on kidney. (A) Renal weight on the day of sacrifice. 
Values are mean ± SE. *p<0.05. (B) Kidney stained using the Masson trichrome method. 
Collagen fiber area was stained light blue and enclosed by white dotted line. Original 
magnification: ×40 and ×100. CP, control P diet group; HP, high-P diet group; LH, 





度、尿中 8-OHdG 排泄量を測定した（Figure 2-4）。血中 CRP、TNF-α 濃度には、4 群間で明







Figure 2-4. Effects of dietary P on inflammation and oxidative stress. Plasma levels of CRP 
(A) and TNF-α (B), and urinary 8-OHdG excretion (C). CP, control P diet group; HP, high-P 
diet group; LH, alternating low-P and high-P diet group; HL, alternating high-P and low-P 




石灰化の程度を示す大動脈のカルシウム含有量を測定した。Figure 2-5A に Von Kossa 染色
を用いて可視化した胸腹部大動脈の組織像を示した。興味深いことに、CP 群に比して、LH
群および HL 群において血管石灰化がより重度に進行しており、その結果は HP 群において
観察された石灰化と類似していた。これらを数値化した大動脈のカルシウム含有量も、CP






Figure 2-5. Effects of dietary P on vascular calcification. (A) Thoracoabdominal aorta 
stained with Von Kossa. Calcium deposition area was stained black. Original magnification: 
×40. (B) Quantification of Ca content in the thoracoabdominal aorta. Values are mean ± 
SE. *p<0.05. CP, control P diet group; HP, high-P diet group; LH, alternating low-P and 













な差はなく、解剖前 24 時間の尿中リン排泄量は、4 群ともリンの摂取量に応じていた。ヒ









る(31,32)。炎症性サイトカインは、nicotinamide adenine dinucleotide phosphate（NADPH）オキ





中 CRP および TNF-α 濃度、酸化ストレスマーカーとして尿中 8-OHdG 排泄量を測定した。





異なる炎症経路に影響を与える可能性がある。一方、尿中 8-OHdG 排泄量は、HP 群は CP
群に比して高値傾向を示した。この傾向は、以前の研究でも示されている(19,46)。8-OHdG 値
は、血管石灰化を誘発する BMP-2 mRNA 発現に関連することが報告されている(34)。興味深




 血管のカルシウム含有量および尿中 8-OHdG 排泄量に関して、HL 群は LH 群でみられた
有意な差を示さなかった。考えられる理由のひとつとしては、LH 群と比較して、HL 群に
おける血中リン濃度の経時的変化が全体的に低かったことが挙げられる（32 日間の血中リ



















第 3 章 慢性腎臓病早期における食餌誘発性リンスパイクへの食物繊維の効果 
 
3.1 要旨 





を、コントロールリン（0.6%）食を与える CP 群、高リン（1.2%）食を与える HP 群、低リ
ン（0.02%）食と高リン食を 2日ごとに交互に与えるリンスパイク群（LH群）、低リン（0.02%）

















































実験デザインを Figure 3-1 に示した。試験食は、タンパク質源としてカゼインを含む
AIN93-G（オリエンタル酵母工業株式会社, 東京）をベースとした、高リン食（リン 1.2%、
カルシウム 0.6%）、コントロールリン食（リン 0.6%、カルシウム 0.6%）、低リン食（リン
0.02%、カルシウム 0.6%）を用いた(20,45)。 
群分け前に、すべてのラット（n=28）に MF（オリエンタル酵母工業株式会社）を 1 週間
与え、順応させた。12 週齢で、ラットは 4 群に分け、それぞれ特定の試験食を 36 日間与え
た。HP 群（n=7）には高リン食を与え、CP 群（n=6）には、コントロールリン食を与えた。
















Figure 3-1. Experimental design. The HP and CP groups were continuously fed the high-P 
(1.2%) diet and the control-P (0.6%) diet, respectively for 36 days. The LH group was 
alternately fed the low-P (0.02%) and high-P diet, swapping every 2 days for 36 days. The 
LH+F group was alternately fed the low-P (0.02%) and high-P diets containing 3% dietary 
fiber, swapping every 2 days for 36 days. White triangle denote measurement points of 
plasma indoxyl sulfate. Gray triangle denote measurement point of serum indoxyl sulfate. 
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 血液および尿中の生化学的検査値は第 2 章と同様に測定した(49)。簡単に、血中および尿
中のリン、カルシウム、クレアチニン濃度は、テストキット（富士フィルム和光純薬株式会
社）を用いて測定した。血中 C-reactive protein（CRP）濃度は、ラット CRP タンパク ELISA
キット（Thermo Fisher Scientific, 東京）を使用して測定した。血中 tumor necrosis factor（TNF）
-α 濃度は、ラット TNF-α Quantikine ELISA キット（R&D Systems, Minneapolis, MN）を使用
して測定した。尿中 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine（8-OHdG）排泄量は、高感度 8-OHdG Check 
ELISA キット（日本老化制御研究所, 静岡）を使用して測定した。 
 
3.3.4 血管カルシウム含有量の測定 






いは、インドキシル硫酸のスタンダード）溶液を、0.2 µg/mL インドキシル硫酸-d4（Toronto 
Research Chemicals, Toronto, Canada）を含む 10 倍量のアセトニトリルで希釈した。遠心分離
後、上清はさらに水で 10 倍に希釈し、次に、5 µL のサンプルを quadruple time-of-flight（Q-
33 
TOF）tandem mass spectrometer（X500R；Sciex, Framingham, MA）に接続している ExionLC™ 
AD を使用して注入した。分離は、Hypersil GOLD column（1.9 µm, 2.1 × 100 mm；Thermo 
Fisher Scientific）を使用して、0.4 mL/min の流速でグラジエント溶離を行った。溶媒 A は
0.1%ギ酸、溶媒 B はアセトニトリルとした。グラジエントプログラムは次のとおりである：
0 min, 20% B；1 min, 20% B；3 min, 95% B；4 min, 95% B；5 min, 20% B；10 min, 20% B。イ
ンドキシル硫酸の定量は、ネガティブエレクトロスプレーイオン化を使用して、TOF-MS モ
ードで行った。IS, [M-H]– 212.0023 ± 0.02；IS-d4, [M-H]– 216.0269 ± 0.02（内部標準）。イオン
スプレー電圧は、-4500 V に設定し、ターボスプレー温度は 350°C に設定した。 
 
3.3.6 腸内細菌叢の解析 
 解析は、共同研究先であるタカナシ乳業に依頼した。36 日目の便サンプル 200 mg からの
DNA 抽出は、NucleoSpin® DNA Stool キット（MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG, Duren, 
Germany）を使用して行った。DNA 濃度よび精製 DNA の品質は、QUBit 蛍光光度計（Thermo 
Fisher Scientific）と TapeStation（Agilent, Santa Clara, CA）を使用して分析した。16S ライブ
ラリは、Illumina（San Diego, CA)）が推奨する 16S メタゲノムシーケンシングライブラリ準
備プロトコルに従って構築した。TaKaRa Cycler Dice Touch（TaKaRa, 草津）でのポリメラー
ゼ連鎖反応（PCR）は、2 × KAPA HiFi HotStart ReadyMix（Roche, Basel, Switzerland）を使用
して、次の条件で行った：95°C で 3 分間の初期変性、その後、95°C で 30 秒間、55°C で 30
34 
秒間、および 72°C で 30 秒間を 25 サイクル、そして 72°C で 5 分間の伸長ステップで終了
した。DNA 濃度および準備ができたライブラリのサイズ分布は QUBit 蛍光光度計と
TapeStation を使用して分析した。PCR 産物は、AMPure XP magnetic beads（Beckman Coulter, 
Brea, CA）を用いて精製し、等モル濃度に希釈し、多重化を可能にする独自のバーコードシ
ーケンスに従ってプールした。次に、Nextera XT Index キット（Illumina, San Diego, CA）で
プールされた PCR 産物に、Illumina dual-index barcodes を追加した。インデックス付きの PCR
産物を精製し、等モル濃度にプールしてから、MiSeq Reagent Kit v3（600-cycle；Illumina）
を使用してペアエンドシーケンスを行った。微生物のシーケンス解析ために、低品質のシー
ケンスはフィルター処理し、キメラシーケンスは USEARCH software（version 6.1.544）を使
用して取り除いた。QIIME version 1.9.1 pipeline をデフォルトパラメーターで使用し、97%の
類似性を持つ完全リンケージクラスタリングから生成された各 operational taxonomic unit
（OUT）の代表的なシーケンスを識別し、GreenGenes 13_8 データベースにアラインメント
した。さらに、相対存在量のパーセンテージをもつ OUT テーブルを、異なる分類学レベル
で処理した。Chao1、Shannon、Simpson を含む α-多様性指標と β-多様性指標の計算は、QIIME 
script core_diversity_analyses.py を用いて実行し、可視化した。β-多様性指標の計算は、






として適宜示した。HP 群と CP 群間の差は、Student’s t-test もしくは Mann-Whitney U-test を
適宜用いて解析した。CP、LH、LH+F の群間差は、Tukey-Kramer もしくは Steel-Dwass 法を




3.4.1 解剖時における CKD 早期モデルラットのデータ 
 体重当たりの総リン摂取量は、HP 群は CP 群の約 2 倍であった一方、LH 群と CP 群間に
は有意な差はなかった（Table 3-1）(49)。これら 3 群間において、血中のリン、カルシウムお
よびクレアチニン濃度には有意な差はみられなかった。解剖前 24 時間の尿中リン排泄量は、
LH 群は HP 群と同様に、CP 群に比して、有意に高値であった。腎重量は、CP 群に比して
HP 群は有意に高値であったが、LH 群と CP 群間には有意差はみられなかった。酸化ストレ






がみられなかった CP 群および LH 群と比較した。血中のリン、カルシウムおよびクレアチ
ニン濃度には、CP、LH、LH+F 群間で有意な差はみられなかった。解剖前 24 時間の尿中リ
















HP, high-P diet group; CP, control-P diet group; LH, alternating low-P and high-P diet group; 
LH+F, alternating low-P and high-P contained dietary fiber diet group. Values are mean ± 
SE. Sharp denote statistical significance between the HP and the CP groups using student’s 
t test. #p<0.05. Asterisks denote statistical significance between the groups with the same 
phosphorus intake using Turkey-Kramer test. *p<0.05 vs CP. 
Table 3-1. Early-stage CKD model rat data on day of sacrifice 
Figure 3-2. Change in daily plasma 
P levels in LH and LH+F groups. 
White squares indicate the LH group 
and black circles indicate the LH+F 
group. LH, alternating low-P and 
high-P diet group; LH+F, alternating 
low-P and high-P containing dietary 
fiber diet group. Values are mean ± 
SE. 
Total P intake (g) 12.56 ± 0.18 # 6.43 ± 0.09 6.33 ± 0.16 5.84 ± 0.23
Body weight (g) 420.54 ± 7.28 427.30 ± 9.54 437.04 ± 5.78 420.59 ± 13.01
Total P intake (g)/ Body weight (100 g) 2.99 ± 0.04 # 1.51 ± 0.05 1.45 ± 0.03 1.39 ± 0.05
Plasma (mg/dl)
  P 5.76 ± 0.45 5.26 ± 0.34 5.52 ± 0.41 5.50 ± 0.25
  Ca 9.21 ± 0.43 10.02 ± 0.50 9.55 ± 0.19 10.39 ± 0.21
  Cr 0.63 ± 0.04 0.62 ± 0.03 0.64 ± 0.03 0.66 ± 0.04
Urine (mg/day)
  P 95.07 ± 11.70 # 34.69 ± 6.41 87.13 ± 9.07 * 75.91 ± 8.39 *
  Ca 0.84 ± 0.34 0.47 ± 0.14 0.52 ± 0.10 1.25 ± 0.60
  Cr 9.76 ± 1.40 7.11 ± 1.33 8.98 ± 0.80 8.63 ± 0.88
Renal weight (g) 2.17 ± 0.12 # 1.75 ± 0.03 1.74 ± 0.05 1.61 ± 0.06
Heart weight (g) 1.13 ± 0.04 1.13 ± 0.02 1.04 ± 0.03 1.06 ± 0.03
Spleen weight (g) 0.86 ± 0.04 0.88 ± 0.03 0.82 ± 0.02 0.88 ± 0.05
Plasma CRP (μg/ml) 569.56 ± 38.03 537.85 ± 23.69 496.82 ± 24.15 479.35 ± 12.08
Plasma TNF-α (pg/ml) 1.79 ± 0.19 1.09 ± 0.32 1.12 ± 0.17 1.68 ± 0.14
Urinary 8-OHdG (ng/day) 73.66 ± 12.21 # 31.23 ± 5.57 84.83 ± 12.25 * 60.71 ± 11.68




定した（Figure 3-3）。カルシウム含有量は、CP 群に比して、HP 群は有意に高値であり、さ










Figure 3-3. Effects of dietary fiber on vascular calcification. Quantification of Ca content in 
the thoracoabdominal aorta. HP, high-P diet group; CP, control-P diet group; LH, alternating 
low-P and high-P diet group; LH+F, alternating low-P and high-P containing dietary fiber 
diet group. Values are given as mean ± SE. Sharp denotes statistical significance between 
the HP and CP groups using Mann-Whitney’s U test. Asterisks denote statistical significance 





（Figure 3-4）。解剖時の血中インドキシル硫酸濃度は、CP 群に比して、HP 群において有意
に高値であった（Figure 3-4A）。総リン摂取量には有意な差がなかった CP 群、LH 群および
LH+F 群の血中インドキシル硫酸濃度を比較した結果、CP 群に比して、LH 群は有意に高値
を示した。興味深いことに、LH+F 群の血中インドキシル硫酸濃度は、LH 群に比して有意






4B）。0 日から 8 日までにおいては、すべての群において有意な差はみられなかった（data 
not shown）。26 日から 32 日までのすべての時点において、血中インドキシル硫酸濃度は、














Figure 3-4. Effects of dietary fiber on indoxyl sulfate (IS). (A) Serum IS and urinary IS at 
36 days. (B) Change over time in plasma IS from 26 to 32 days. HP, high-P diet group; CP, 
control-P diet group; LH, alternating low-P and high-P diet group; LH+F, alternating low-P 
and high-P containing dietary fiber diet group. Sharp denotes a significant difference 
between the HP and CP groups using Student’s t test. Asterisks denote statistical 
significance among the CP, LH and LH+F groups using the Tukey-Kramer test. Flat denotes 
statistical significance before 2 days in the same group using the Tukey-Kramer test. 





す影響を検討した（Figure 3-5）。36 日目の 4 群における腸内細菌叢の多様性を、Chao1、
Shannon および Simpson 指標を用いて検討した（Figure 3-5A）。Chao1、Shannon 指標は、LH+F
群において、CP 群および LH 群に比して有意に低値を示し、Simpson 指標は、LH+F 群にお
いて、LH 群に比して有意に低値であったことから、LH+F 群の腸内細菌叢の多様性は、CP
群および LH 群とは異なっていることが明らかになった。さらに、主座標分析においてや、
門レベルでの腸内細菌叢の構成においても群間差がみられた（Figure 3-5B, 3-5C）。 
 そこで、インドキシル硫酸の産生に関与することが報告されている腸内細菌に着目し、食
物繊維摂取による影響を検討した（Figure 3-5D）。Bacteroides 属および Desulfovibrio 属は、













Figure 3-5. Effects of dietary fiber on gut microbiota. (A) The alpha-diversity index of 
Chao1, Shannon and Simpson of gut microbiota. Boxplots indicate the smallest and largest 
values, 25th and 75th percentiles, medians and outliers. Asterisks denote statistical 
significance among the CP, LH and LH+F groups using the Steel-Dwass method. *p<0.05, 
**p<0.01. (B) Principal coordinates analysis based on unweighted UniFrac distances. (C) 
Relative abundance of gut microbiota at the phylum level. (D) Relative abundance of 
Bacteroides and Desulfovibrio, as IS-producing gut bacteria. Asterisks denote statistically 
significant difference among the CP, LH and LH+F groups using the Tukey-Kramer test. 
**p<0.01. HP, high-P diet group; CP, control-P diet group; LH, alternating low- and high-P 











































































CKD 早期の患者における心血管疾患の予防につながることが期待される。  
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イ解析の結果、石灰化 AoSMC で発現量が増加した SLC37A2 を候補分子とした。SLC37A2
遺伝子、タンパク質発現量は、石灰化進行に伴い増加した。また、CKD モデルラットの大
動脈における SLC37A2 遺伝子発現は、骨芽細胞特異的遺伝子発現と相関しており、さらに
血管石灰化領域で発現が観察された。以上のことより、in vitro および in vivo において、

















いて runt-related transcription factor 2（Runx2）などの骨芽細胞分化転写因子が誘導される(83)。
これに続き、osteopontin や osteocalcin などの骨芽細胞特異的遺伝子の発現が増加する。さら












 また、炎症が血管石灰化を促進するという報告がある。Interleukin (IL)-1β、IL-6 や tumor 
necrosis factor-alpha (TNF-α) などの炎症性因子は、血管平滑筋細胞の骨芽細胞様細胞への分
化を誘導した(92,93)。TNF-α は、骨芽細胞の分化において重要な役割を果たす cAMP 経路を
介して血管石灰化を誘導する(94,95)。IL-6 は、血管平滑筋細胞の石灰化につながる様々な経路












 正常ヒト大動脈平滑筋細胞（aortic smooth muscle cells; AoSMC）は Lonza（Basel, Switzerland）
から入手した。AoSMC は、成長培地［5% fetal bovine serum（FBS）、epidermal growth factor、
insulin、fibroblast growth factor-B、gentamicin/amphotericin-B を添加した平滑筋細胞基本培地］
で維持した。培地は中一日で交換した。AoSMC は 5% CO2、37℃で培養し、コンフルエンス
に達するまで維持し、その後実験に使用した。 
 
4.3.2 AoSMC の石灰化誘導 
 先行研究に従って(101,102)、AoSMC の石灰化を誘導した。AoSMC は、15% FBS と penicillin-
streptomycin を添加した Low glucose の Dulbecco’s modified Eagle’s 培地で培養した。培地の
リン濃度は、リン緩衝液（NaH2PO4/ Na2HPO4, pH 7.2）によって 2.6 mM に調整し、3、6、9、
12、14 日間培養した。 
 
4.3.3 DNA マイクロアレイ 
非石灰化 AoSMC、およびリン濃度 2.6 mM で 12 日間培養し石灰化を誘導した AoSMC か







AoSMC サンプルの total RNA 5.0 µg を DNA マイクロアレイ（Agilent Technologies, 東京）
を使用して分析した。SurePrint G3 Human GE 8×60k v2 マイクロアレイを用いて、約 26,000
の遺伝子を検討した。比率は、リン濃度 2.6 mM で 12 日間培養し石灰化を誘導した AoSMC
における発現量を、非石灰化 AoSMC における発現量で除することにより算出した。 
 
4.3.4 AoSMC における炎症反応誘発 
 AoSMC において炎症反応を誘発させるために、細胞をコンフルエンスに達するまで成長
培地で培養し、その後、1 μg/mL lipopolysaccharides（LPS）（LPS from Escherichia coli O111:B4; 
Sigma, St. Louis, MO）で 24 時間または、72 時間処理した。 
 
4.3.5 リアルタイムポリメラーゼ連鎖反応（polymerase chain reaction; PCR）分析 
炎症反応に対する影響を検討するための total RNA は、LPS で 24 時間および 72 時間処理
した AoSMC、ならびに LPS 処理していない AoSMC から抽出した。 
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 血管石灰化に対する影響を検討するための total RNA は、リン濃度 2.6 mM で 3、6、9、
12、14 日培養した AoSMC、ならびに 2.6 mM で培養していない AoSMC から抽出した。 
 SYBR green ベースの定量的リアルタイム PCR は、合成した cDNA と各ターゲット遺伝子
の適切なプライマーを用いて、StepOnePlus real-time PCR system（Applied Biosystems, Foster 
City, CA）で行った。各ターゲット遺伝子のプライマー配列は次のとおりである：human 
SLC37A2, 5’-TCACTTTAGTGCCAAGGAGGC-3’ and 5’-CCATTGGTGTAGTCAGAGACG -3’; 
human IL-6, 5’-AATTCGGTACATCCTCGACGG-3’ and 5’-GCCATCTTTGGAAGGTTCAGG-3’; 
human Runx2, 5’-TGAGAGCCGCTTCTCCAACCC-3’ and 5’-CTCTGGCTTTGGGAAGAGCCG-
3’; glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase（GAPDH）, 5’-CTGCACCACCAACTGCTTAGC-
3’ and 5’-CTTCTGGGTGGCAGTGATGGC-3’。SLC37A2、IL-6、Runx2 mRNA 発現量は、内部
標準である GAPDH mRNA 量により除して算出した。 
 
4.3.6 ウエスタンブロッティング分析 
 Total protein は、リン濃度 2.6 mM で 3、6、9、12、14 日培養し石灰化を誘導した AoSMC、
ならびに 2.6 mM で培養していない非石灰化 AoSMC から回収した。これらのサンプルは、
5% NP-40 と 1% protease inhibitor cocktail を添加した Tris-buffered saline（pH 7.5）を使用して
溶解した。サンプルのタンパク質濃度は、BCA Protein Assay Kit（Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, MA）を使用して測定し、調整した。ドデシル硫酸ナトリウムポリアクリルアミド
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ゲル電気泳動を用いて、10 µg のサンプルを 10%ポリアクリルアミドゲルで分離した。メン
ブレンを一次抗体として SLC37A2 抗体（Novus Biologicals, Centennial, CO）もしくは、GAPDH
抗体（GeneTex, Irvine, CA）で処理し、二次抗体として Rabbit IgG Horseradish peroxidase-
conjugated 抗体（R&D Systems, Minneapolis, MN）を反応させ、Amersham ECL Select（GE 
Healthcare, Buckinghamshire, England）および luminescent image analyzer（LAS-1000 plus, 
Fujifilum, 東京）を用いて可視化した。バンドは、Image J を使用して定量化した。 
 






会社, 東京）をベースとした、コントロールリン食（リン 0.6%、カルシウム 0.6%、タンパ
ク質 20%）、アデニン食（アデニン 0.75%、リン 1.0%、カルシウム 0.6%、タンパク質 2.5%）、





式会社）を 1 週間与え、順応させた。13 週齢で、ラットは 2 群；コントロール群（n=5）、
アデニン誘発性 CKD 群（n=18）に群分けした。コントロール群には、コントロールリン食
を 6 週間与えた。アデニン誘発性 CKD 群には、アデニン食を約 3 週間与え、その後、さら
に 2 群；CKD-LP 群（n=8）、CKD-HP 群（n=10）に群分けした。CKD-LP 群、CKD-HP 群の
ラットには、それぞれ LP 食、HP 食を 3 週間与えた。試験期間中、摂餌量は毎日記録した。 
血液サンプルは、アデニン食の給餌期間中、血中リン濃度をモニターするために 2 週目ま
では週 1 回、それ以降は 2 日ごとに 1 回、AM 10:00～AM 11:00 に尾静脈から採取した。LP











4.3.8 大動脈における SLC37A2 の発現検討 
 採取した胸腹部大動脈の約 3 分の 1 は、石灰化を可視化するための Von Kossa 染色、およ
び免疫染色に使用した。大動脈をパラフィン包埋し、厚さ 4 µm の切片を作製した。切片は、
Von Kossa Method for Calcium Kit（Polysciences, Warrington, PA）を使用して染色した。免疫染
色は、連続切片を用いて行った。切片は、SLC37A2 抗体を 4℃で一晩インキュベートした
後、Histofine Simple Stain Rat MAX-PO（MULTI）（Nichirei Biosciences, 東京）を 30 分間室温
で反応させた。その後、切片は DAB 基質キット（Nichirei Biosciences）で処理した。 
 残りの冷凍した胸腹部大動脈からは total RNA を抽出した。合成した cDNA を用いてリア
ルタイム PCR を行った。プライマー配列は次のとおりである： rat osteopontin, 5’-
ACCCATCTCAGAAGCAGAATC-3’ and 5’-ATCCATGTGGTCATGGCTTTC-3’ and; rat SLC37A2, 
5’-TAGTCCCAGCTTCGAGTACGG-3’ and 5’-CTGATGGGCTTTCTGGACATG-3’。Osteopontin




 データは、平均値±標準誤差（SE）として示した。2 群間の差は t-test を用いて解析した。
AoSMC を用いた実験では、one-way analysis of variance に続いて Dunnett’s 法を使用して群間
差を解析した。CKD モデルラットの実験では、Kruskal-Wallis 検定後、Steel-Dwass 法を使用
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して群間差を解析した。相関係数（rs）は、Spearman’s correlation coefficient rank 検定を使用




4.4.1 リンにより誘導した石灰化 AoSMC における候補分子の探索 
 石灰化 AoSMC において発現が増加する分子を探索するために、石灰化 AoSMC および非
石灰化 AoSMC mRNA を用いて約 26,000 の遺伝子について DNA マイクロアレイ解析を行
った。Figure 4-1 に、リン濃度 2.6 mM で 12 日間培養した石灰化 AoSMC および、培養して
いない非石灰化 AoSMC において発現した遺伝子の差異を表した HeatMap を示した。非石
灰化 AoSMC に対して石灰化 AoSMC では、合計 3,066 の遺伝子が 2 倍以上の発現量増加を
示した。発現が増加した遺伝子は、osteopontin、periostin osteoblast specific factor（POSTN）、
Wnt3、interleukin-6（IL-6）、fibroblast growth factor 23（FGF23）などの骨芽細胞形成に関連す
る分子、および、いくつかの SLC スーパーファミリーに属す分子であった（Table 4-1）。こ
れらの分子の中で、本研究では、石灰化 AoSMC において約 3.1 倍の mRNA 発現増加がみ




















Table 4-1. Increase in genes in aortic smooth muscle cells cultured with 2.6 mM phosphorus 
 
Figure 4-1. The HeatMap of different expressed genes between AoSMC non-cultured with 
2.6 mM P and AoSMC cultured with 2.6 mM P. Red represents genes with a high signal level, 
and green represents genes with a low signal level. AoSMC, aortic smooth muscle cells. 
 
Gene name ratio
 Genes related to osteoblast formation
 osteopontin 2.94
 periostin osteoblast specific factor 5.55
 Wnt3 2.99
 interleukin 6 2.50
 fibroblast growth factor 23 2.83
 Genes of SLC superfamily
 SLC12A7 (electroneutral potassium-chloride cotransporter) 2.55
 SLC28A2 (sodium-dependent and purine-selective transporter) 6.34
 SLC37A2 (P-linked glucose-6-phosphate antiporter) 3.11
 SLC26A3 (chloride/bicarbonate exchanger) 2.72
The ratio was calculated by dividing the expression level on AoSMC cultured with 
2.6 mM phosphorus for 12 days by the expression level on AoSMC non-cultured 
with 2.6 mM phosphorus. 
60 
4.4.2 SLC37A2 発現に対する炎症の影響 
血管石灰化は炎症により促進されることや、SLC37A2 がマクロファージに発現している
分子であることが報告されていることから、炎症反応が SLC37A2 mRNA 発現に及ぼす影響
を検討した。LPS 処理後 24 時間で、AoSMC において IL-6 mRNA 発現が有意に増加し、炎









Figure 4-2. Expression of SLC37A2 mRNA in AoSMC-induced inflammation. Total RNA was 
extracted from AoSMC treated with LPS for 24 and 72 h or not treated with LPS. Relative 
mRNA expression of (A) IL-6 and (B) SLC37A2 in AoSMC. Results are expressed as mean 
± SE. The level of each mRNA was normalized to that of glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase mRNA. The mRNA expression level of AoSMC treated without LPS for 24 h 
was taken as 1. **p<0.01. AoSMC, aortic smooth muscle cells; LPS, lipopolysaccharides; 
IL-6, interleukin 6. 
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4.4.3 リンにより誘導した石灰化 AoSMC における SLC37A2 の発現 
 SLC37A2 が石灰化に関与しているかどうかを明らかにするために、非石灰化 AoSMC お
よび石灰化 AoSMC における SLC37A2 mRNA 発現を検討した（Figure 4-3）。リン濃度 2.6 
mM で培養した AoSMC では、石灰化（黒色部）は 6 日目で観察され、より進行した石灰化
は 12 日目で観察された（Figure 4-3A）。骨芽細胞分化転写因子である Runx2 mRNA は、非
石灰化 AoSMC に比して、石灰化 AoSMC において有意に増加した（Figure 4-3B）。SLC37A2 
mRNA は、石灰化 3 日目に有意に増加し始め、石灰化 9 日目には非石灰化 AoSMC に比し
て約 2 倍に有意に増加した（Figure 4-3C）。SLC37A2 のタンパク質発現は、石灰化 6 日目に














4.4.4 CKD モデルラットにおける SLC37A2 の発現 
SLC37A2 が血管石灰化に関与するかどうかを in vivo で明らかにするために、アデニン誘
発性 CKD ラットの血管における SLC37A2 mRNA 発現を検討した。アデニン誘発性 CKD ラ
ットは Figure 4-4A に示したプロトコルに従い作製した。Table 4-2 に解剖時の体重および生
化学データを示した。アデニン誘発性 CKD 群の体重は、非 CKD 群に比して、有意に低値
であった。 
Figure 4-3. Expression of SLC37A2 mRNA and protein in calcified AoSMC. (A) Von Kossa 
staining of AoSMC cultured with 2.6 mM P for 6 and 12 days. Relative mRNA expression of 
(B) Runx2 and (C) SLC37A2 in AoSMC. The level of each mRNA was normalized to that of 
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase mRNA. The mRNA expression level of non-
calcified AoSMC was taken as 1. (D) The protein expression of SLC37A2 in AoSMC was 
determined by Western blot analysis. GAPDH was used as an internal control. (-) non-
calcified; (+) calcified with 2.6 mM P for 3, 6, 9, 12, and 14 days. Results are expressed as 
mean ± SE. *p< 0.05, **p< 0.01 vs (-). AoSMC, aortic smooth muscle cells. 
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CKD 群は、非 CKD 群に比して、血中リン、クレアチニン濃度は高く、血中カルシウ
ム、および 24 時間尿中リン、カルシウム、クレアチニン排泄量は低値であった。さらに、
これらの結果は、以前の研究でみられたように(30,103)、CKD-HP 群においてより顕著であっ
た。以上のことから、非 CKD 群に比して、CKD 群、特に CKD-HP 群において腎機能が低
下したことを示した。 
 CKD ラットの大動脈における mRNA 発現を検討した（Figure 4-4）。血管石灰化メカニズ
ムにおいて早期に誘導される骨芽細胞分化転写因子である Runx2 mRNA の発現には、有意
な群間差はなかったが（Figure 4-4B）、骨芽細胞特異的遺伝子である osteopontin mRNA 発現
は、CKD-HP 群において、非 CKD 群および CKD-LP 群に比して有意に増加した（Figure 4-
4C）。SLC37A2 mRNA 発現も、CKD-HP 群において、非 CKD 群および CKD-LP 群に比して
有意に増加した（Figure 4-4D）。これらのラットには大きな個体差があったことから、
osteopontin mRNA と SLC37A2 mRNA の相関を検討した結果、これらの分子間に有意な相関
があることが明らかとなった（Figure 4-4E）。 
胸腹部大動脈を Von Kossa 染色により組織学的に評価した結果、CKD-HP 群の大動脈にお














Figure 4-4. Expression of calcification-related mRNA and SLC37A2 mRNA in the aorta of 
CKD rats. (A) Experimental design of adenine-induced CKD rats. Twelve-week-old male 
Sprague-Dawley rats were fed a standard MF diet for 1 week. At age 13 weeks, rats are 
divided into 2 groups: the control group and the adenine-induced CKD group. After about 
3 weeks, the adenine-induced CKD group was divided into 2 subgroups: the CKD-LP group 
and the CKD-HP group for 3 weeks. CKD, chronic kidney disease; LP, low phosphorus; HP, 
high phosphorus. Relative mRNA expression of (B) Runx2, (C) osteopontin, and (D) 
SLC37A2 in the aorta. The mRNA expression level of the control group was taken as 1. (E) 
Correlation with SLC37A2 and osteopontin mRNA expression. The level of each mRNA was 
normalized to that of glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase mRNA. Results are 
expressed as mean ± SE. *p<0.05. CKD, chronic kidney disease; Runx2: runt-related 









441.48 ± 8.38 238.39 ± 2.85 ** 217.35 ± 5.16 **, #
P 5.49 ± 0.18 3.74 ± 0.29 ** 11.19 ± 1.17 *, ##
Ca 6.64 ± 0.31 6.92 ± 0.53 3.40 ± 0.46 **, ##
Cr 0.44 ± 0.04 1.55 ± 0.10 ** 0.96 ± 0.05 **, ##
P 96.08 ± 6.32 0.07 ± 0.02 ** 43.44 ± 4.15 **, ##
Ca 0.22 ± 0.09 0.03 ± 0.02 0.01 ± 0.01 **
Cr 8.04 ± 0.75 4.42 ± 0.28 * 3.47 ± 0.44 **
 Urine (mg/day)
Control CKD-LP CKD-HP
 Body weight (g)
 Plasma (mg/dl)
Values are mean ± SE. *p<0.05 vs Control group, **p<0.01 vs Control group, #p<0.05 vs 
CKD-LP group, ##p<0.01 vs CKD-LP group. 
Table 4-2. Body weight and Biochemical data at sacrifice day 
Figure 4-5. Effects of dietary P on vascular calcification and location of SLC37A2 expression 
in the aorta. (A) Von Kossa staining of thoracoabdominal aorta in each group. (B) The upper 
panel is an enlarged figure of Von Kossa staining and the lower panel is SLC37A2 
immunostaining of the thoracoabdominal aorta in the CKD-HP group. Original 





管石灰化で増加する分子のひとつであることを in vitro および in vivo により明らかにした。 





















SLC37A2 はビタミン D のターゲット遺伝子であり、主要なビタミン D 受容体結合部位を含
んでいることが報告されている(115,117)。また、ヒト抹消血単核細胞において、SLC37A2 の発






されている(30)。ビタミン D が SLC37A2 発現に及ぼす影響を in vitro および in vivo で明らか







SLC37A2 欠損により引き起こされる CMO は、Caffey 病としても知られているヒトの小児
性皮質性過骨症に相当する(112)。さらに、SLC37A2 は骨髄および破骨細胞において発現して
いることが報告されている(111)。Hytone MK らは、SLC37A2 の機能不全は、骨芽細胞および
破骨細胞の骨形成機能において不均衡を引き起こし、結果として骨化過剰症につながると
いう仮説を述べている(112)。 
 Runx2 は、血管石灰化に必須の転写因子である。また、Runx2 は乳房上皮細胞において発
現する骨芽細胞分化転写因子であることも報告されており(119,120)、Runx2 は、乳がんの進行
に関連する phospho-Ser294 プロゲステロンターゲット遺伝子の制御に必要であることが示
されている(116)。また、SLC37A2 は phospho-Ser294 プロゲステロン受容体ターゲット遺伝子
の候補として考えられている(116)。それゆえに、Runx2 は SLC37A2 を制御している可能性が
考えられる。本研究では、CKD ラットの大動脈における SLC37A2 mRNA の発現は、Runx2
の活性化により発現が誘導される osteopontin mRNA と相関がみられた。それゆえに、



















































章および第 3 章は、CKD 早期における新たな食事療法の提言につながる研究成果と考えら










 第 4 章では、CKD 患者における心血管疾患の危険因子である血管石灰化のメカニズムに
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